キュウセイ スイエン ニ オケル ハイ ヘノ タカク ハッケッキュウ シュウセキ ニ タイスル セリン プロテアーゼ インヒビター ノ コウカ by 奥村 嘉章
Effects of serine protease inhibitors on
accumulation of polymorphonuclear leukocytes
in the lung induced by acute pancreatitis in
rats
著者 奥村 嘉章
発行年 1995-03-23
その他の言語のタイ
トル
急性膵炎における肺への多核白血球集積に対するセ
リンプロテアーゼインヒビターの効果
キュウセイ スイエン ニ オケル ハイ ヘノ タカク
ハッケッキュウ シュウセキ ニ タイスル セリン 
プロテアーゼ インヒビター ノ コウカ
URL http://hdl.handle.net/10422/2128
氏　名・（本籍）
学位の種類
学位記番号
学位授与の要件
学位授与年月日
学位論文題目
奥　村　嘉　章（滋賀県）
博士（医学）
博士第183号
学位規則第4条第1項該当
平成7年3月23日
Effects of serine protO8SOinhibitors on8ccumuJation of polymorphonucle8rleu
kocytesin thelunginduced by8CutO PanCreatitisin ratS
（急性膵炎における肺への多核白血球集積に対するセリン　プロテアーゼ　イ
ンヒビターの効果）
審　査　委　員　　主査　教授　　服　部　陸　別
副査　教授　　大久保　岩　男
副査　教授　　馬　場　忠　雄
論　文　内　容　要　旨
［目　的］
急性膵炎は、しばしば多臓器不全（MOP）を合併する。MOFでは肺などの遠隔臓器に好中球
（PMN）が集積し、臓器障害をもたらすと考えられており、これにはn－1、でNF等の高サイトカイン
血症による血管内皮細胞（EC）のICAM－1、ELAM－1の発現増加とPMNのECへの接着と遊走が関
与していると考えられている。
本邦における急性膵炎の治療の中心は、セリンプロテアーゼインヒビター（SPI）の投与である。重
症化の徴侯を認める際には大童投与することが勧められているが、その機序と効果については明らかで
ない。急性膵炎のMOFに対するSPIの作用桟序と効果を明らかにするため、ウリナスタチン（UT）と
メシル酸がベキサート（MG）を用いて、EC－PMN接着とPMNの遁走能に対するSPIの作用を検討し
た。また、ラット急性膵炎モデルとしてClosedDuodenalLoop膵炎（CDL　膵炎）を作成し、肺への
PMNの集積に対するSPI投与の効果を明らかにした。
［方　法］
EC－PMN接着：ヒト癖帯静脈内皮細胞（HUVEC）を既報に準じ単離し96WellPlateに播種した。
HUVECを各濃度のSPI（UT：1－2000U／ml、MGlO：LlO■M）と1時間培養し、n－1β（100U
／ml）またはTNFα（100U／ml）を添加後さらに4時間培養したものを前処理群とした。また、n－
1またはTNFとSPIを同時にくわえて4時間培養したものを非前処理群とした。ヒト末梢血より分離し
たPMNを、51Crで棲識し、各Wellに2Ⅹ105個ずつ加えた。30分後に非接着分PMNを洗浄により取り除
き、接着したPMNを1NNaOHで溶解し放射線活性により接着能を評価した。さらに、前処理群、非
前処理群のHUVECを1％フォルムアルデヒドで固定後、ICAM－1、ELAM－1の発現を、抗ICAM－
1、抗ELAM－1抗体を用いたELISA法にて測定した。PMN遁走能：Chemotaxis Chamber（Trans－
wellTM：POreSize：3〝m）をマトリゲルでコート後、HUVECを播種LConfluentMonolayerを得た。51Cr
一標識PMN（2Ⅹ106／ml）と各濃度のSPIを、1時間培養したものを前処理群とし、SPI非存在下に培
養したものを非前処理群とした。上層に51Cr－標識PMN浮遊液0．2mlを、下層にnr8（50ng／ml）を
0．8ml添加し、30分後下層の放射線活性を測定しPMN遁走能におけるSPIの作用を検討した。
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笠ラット急性膵炎モデルにおける検討：ウレタン麻酔下にウイスター系雄性ラット（体重250g－300）の
頚静脈にポリエチレンカテーテエルを留置後、開腹LClosedDuodezlalLoop膵炎（CDL＝1cm）を作
成した。1時間生理食塩水（2ml／h）をカテーテルより持続注入後、UT（25000U／kg／h）、MG
（10mg／短／h）または生理食塩水をさらに5時間持続注入した。頚静脈より採血後ラットを屠殺し、
肺、膵を摘出し以下の項目について検討した。
1）肺、膵組織湿重量。
2）肺組織中ミエロペオキシダーゼ（0－dianisidine dihydrochlorideを基質として、波長460nmの
1分間の吸光度の変化（AA瑚）で表した）。
3）血清アミラーゼ濃度（ブルースターチ法）、4）組織所見（HE染色）。
［結　果］
EC－PMN接着：51Cr－標識PMNの接着はUT、MGとも濃度依存性に抑制される傾向を認め、特に前
処理により、より強く抑制された。UT2000U／mlの前処理によりn－1刺激では23％、TNF刺激では
19％抑制された。またMGlOO〟Mの前処理でも接着は31％（n－1）、20％（TNF）抑制された。m－
1、TN瑚q激によるICAMqlの発現についても、UT、MGにより濃度依存性に抑制される傾向を認め、
前処理でより強く抑制された。ELAM－1の発現についても同様の傾向を認めた。PMN遊走能：n－
8によるPMN遊走能はUT、MGの濃度依存性に抑制される傾向を認め、前処理群で抑制効果はより強
かった。UTでは最大22％、MGでは最大32％抑制された。ラット急性膵炎モデルにおける検討：UTま
たはMG投与により肺組織中MPO活性は有意に低下した。組織像でもPMNの浸潤は減少していた。し
かし、膵組織像はSPIの投与によっても軽減せず、血清アミラーゼ活性にも差を認めなかった。
［考　察］
SPIはラットCDL膵炎による肺へのPMNの集積を抑制したが、膵局所の炎症を軽減しなかった。この
結果より、SP工は直読的にPMNの集積を抑制する作用を有しているものと考えられた。また、作用機序
として、血管内皮の接着分子の発現増加や好中球の遁走を抑制することが関与していると考えられた。
［結　論］
急性膵炎発症後、早期よりSPIを大量投与することにより、MOFを軽減できる可能性が示唆された。
学位論文審査の結果の要旨
急性膵炎では多臓器不全（MOF）を合併することがあるが、肺や肝臓などの遠隔臓器では多核白血
球（PMN）の集族がみられる。PMNの集族には、interleukin－1（IL－1）や腫瘍壊死因子（TNF）
などのcytokine刺激による血管内皮細胞とPMNとの接着、また、n－8によるPMNの血管外への遊走
などが深く関与していると考えられている。本研究は、急性膵炎でおこる遠隔臓器障害に対するserine
proteaseinhibitor（SPI）（ulinastatinとgabexatemesilate）投与の効果を、ラットの実験膵炎モデ
ル（closedduodenalloop法による）を用いて検討し、さらに、inuitT・0の実験系として、ヒト臍等静
脈血管内皮細胞とPMNとの接着、およびPMNの遊走能に対するSP王の効果などを調べたものである。
その結果、
1）ラット急性膵炎において、SPI投与は肺へのPMN集族を抑制し、肺の組織障害を軽減した。しかし、
SPIは血中amylaseの上昇や膵炎の組織障害を改善することはなかった。
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2）hUi亡和で、n－1やTNF刺激で血管内皮細胞とPMNの接着が誘発されるが、この接着はSPIで態
度依存性に抑制された。
3）ELISA法による検討から、2）の結果は血管内皮細胞の接着分子であるICAM－1とECAM－1の
発現が抑制されたためであると考えられた。
4）chemotaxis chamberのフィルター上に内皮細胞を単層培養し、フィルター下層にm－8を添加す
るとPMNの上層から下層への遊走が誘発されるが、これがSPIで濃度依存性に抑制された。
本論文は、MOFの発症要因の－つと考えられるPMNの集族がSPIで抑制されることをラットの実験
膵炎モデルで明らかにし、そのメカニズムとして、cytOkineを介した血管内皮細胞とPMNとの接着、
PMN遁走などがSPIで抑制されることを示したもので、博士（医学）の学位論文として価値あるものと
認められる。
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